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はじめに
電離放射線（以下，放射線）照射を受けた細胞
において，軽度の DNa 損傷は修復されるが，修復
が不可能な場合には細胞死を誘発するか，DNa が
損傷したままその細胞は生き残る．従って，細胞
の放射線応答，特に放射線照射後に誘発される細
胞死の分子メカニズムを解明することは，放射線
生物学や放射線腫瘍学において重要な課題の一つ
である．放射線照射後に生じた活性酸素に起因す
る DNa の二本鎖切断により，細胞死が誘発される
と考えられる．1,2）従って，放射線照射後の細胞の
生存には，酸化ストレスへの防御機構や DNa 修復
能が深く関与すると考えられる．また，細胞内に
おける活性酸素の量は，細胞の放射線感受性と密
接に関連することも示唆されている．3）古典的に
は，放射線照射で誘発される細胞死は，間期死と
増殖死に分けられる．4）間期死および増殖死は，
細胞の放射線感受性を評価する上で広く行われて
いるコロニー形成能アッセイ（clonogenic assay）
に基づく放射線生物学の概念に由来する．放射線
照射された細胞に誘発される細胞死の分子生物学
的・生化学的メカニズムについて，詳細な理解は
なされてこなかった．1972 年，Kerr らはアポトー
シス（apoptosis）およびネクローシス（necrosis）
という二つの細胞死の概念を提唱した．5）アポ
トーシスは遺伝子レベルで制御された能動的な細
胞死（programmed cell death）である．一方，ネ
クローシス（壊死）は一般的に偶発的な細胞死
（accidental cell death）であると考えられていた．
1990 年には，発生学的に観察される細胞死の形
態学的特徴から，4 種類の細胞死が再評価された．6）
Ⅰ型細胞死はアポトーシスに対応し，細胞の縮小，
クロマチンの凝縮，DNa ヌクレオソーム単位での
断片化，およびアポトーシス小体の形成を特徴と
し，カスパーゼカスケードの活性化により生じる．
Ⅱ型細胞死は，オートファジー細胞死（autophagic
cell death）に対応し，細胞小器官などを取り込ん
だオートファゴソーム（autophagosome）の形成お
よびその増加を特徴とし，オートファゴソーム内
の細胞小器官などはリソソームとの融合で分解さ
れる．Ⅲ型細胞死は，ネクローシスまたはネクロ
プトーシス（ネクロトーシス）に対応し，さらに
Ⅲa 型と ⅢB 型に分けられる．従来，放射線照射
を受けて誘発される細胞死は，アポトーシスが主
であると考えられ，オートファジー細胞死および
ネクローシスについてはあまり注目されてこな
かった．
しかしながら，近年の分子生物学の発展により
多様な細胞死の存在が明らかになってきており，7）
放射線を照射した後に誘発される細胞死として，
アポトーシス，8-10）オートファジー細胞死，11-14）
mitotic catastrophe，15）ネクローシス 16）および細
胞老化 17）などの細胞死が報告されるようになった
（Fig. 1）．
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総　　　説
Ｘ線照射を受けたがん細胞の経日的変化
がん細胞を用いた多くの研究では，放射線照射
後に生じるアポトーシスは，照射 48 時間以内に起
こることが報告されている．しかし，我々が行っ
たヒト肝がん由来の hepG2 細胞を用いた経日的な
形態学的観察から，この期間に死細胞の増加は見
られず，18）他の複数のがん細胞株でも同様であっ
た（Fig. 2）．
10 Gy の X 線を照射して 1 日目に細胞の形態を
観察すると，細胞体積の微増が見られたものの，
非照射群と比較して変化は見られず，死細胞は見
られなかった．照射後 2 日目では，細胞周期 m 期
の細胞の増加が見られたものの，死細胞は見られ
なかった．照射後 3 日目に死細胞の増加が見られ，
その形態はネクローシス様の膨化した細胞やアポ
トーシス小体を伴わない死細胞が多くみられた．
また，浮遊している一部の細胞にアポトーシス小
体が見られた．照射後 5 日目では，浮遊している
複数の死細胞および mitotic catastrophe と考えら
れる多核細胞の増加が見られた．
Ｘ線を照射したがん細胞に顕著な apoptosis は誘発
されるのか
アポトーシスは，ダイナミックな形態変化と生
化学的メカニズムに依存し，19）正常細胞の代謝回
転や胚の発生，免疫系の機能など様々な生命活動
に関わっている．アポトーシスは，放射線を照射
した後に誘発される細胞死の中でも，主要な細胞
死であると考えられ，研究が進んでいる．胸腺，
小腸，および精巣などの正常組織において，放射
線を照射した後に顕著なアポトーシスの誘発が報
告されている．20-22）また，リンパ球系および骨髄
球系細胞においても，アポトーシスは放射線照射
後に誘発されることが知られている．23）放射線照
射後に誘発されるアポトーシスは，細胞の縮小，
核の断片化，およびクロマチンの凝集などに特徴
づけられる．24）がん細胞においても，放射線照射
でアポトーシスが誘導されるという報告が複数あ
り，野生型 p53 をもつ舌がん由来の sas 細胞で
は，X 線照射で効率よくアポトーシス小体を伴っ
た細胞が誘導されることが報告されている．25）ま
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Figure 1.  ionizing radiation（ir）induced cell death. Elucidation of the molecular mechanisms of radiation-induced cell
death is one of the main topics in the ﬁeld of radiation biology and oncology. ir-induced cell death was formerly divided
into interphase death and reproductive death. however, progress of cell biology has revealed various modes of cell
death. recently, several modes of ir-induced cell death, such as apoptosis, autophagic cell death, mitotic catastrophe,
necrosis and senescence-like cell death were also reported.
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Figure 2.  microscopic appearance of human hepatocellular carcinoma cell line hepG2, human oral squamous cell carcinoma
cell line sas and human cervical carcinoma cell line heLa after exposure to a single dose of 10 Gy X-ray. mitotic ﬁgures
but a few were observed in 3 cell lines without irradiation. Dying cells were seldom encountered. No remarkable changes
but the slight increase in cell size were observed 1 day after exposure. the increase in cell size was obvious 2 days
after exposure. mitotic ﬁgures were apparent 2 days after exposure. at day 5 after exposure, multinucleated cells
showing mitotic catastrophe were also increased. at day 7 after exposure, a frequent number of dying cells were seen.
remarkable induction of dying cells with apoptotic bodies by 10 Gy X-ray was not detected during 7 days after irradiation
in 3 cell lines.
た，4 Gy の X 線照射で非小細胞肺がん由来の h23
細胞におよそ 20%のアポトーシスが誘導されるこ
とが報告されている．26）10 Gy の X 線照射を受け
た hepG2 細胞では照射 48 時間後に，およそ 20%
の細胞にアポトーシスが誘発される．27）Pinar 等も
また，照射線量依存的にアポトーシスが誘発され
ることを報告している．28）
そこで，X 線照射で誘発される細胞死が，照射
後のどの段階から観察できるのかを，細胞の形態
変化をもとに解析した．解析に用いた細胞は，
hepG2 細胞，sas 細胞およびヒト子宮頸部がん由
来 heLa 細胞で，10 Gy の X 線（1 Gy/分）を照射
して，経日的に細胞の形態変化を観察した（Fig.
2）．精巣などの，正常組織においては放射線を照
射すると 24 時間以内に細胞死が誘発される．29）一
方，今回解析に用いた 3 つのがん細胞株では，照
射後 24 時間以内に細胞の顕著な形態変化は見られ
なかった．照射後 2 日目に細胞の形態を観察する
と，細胞周期 m 期の細胞の増加が見られた．照射
後 3 日目になると，培養皿から遊離して浮遊して
いる死細胞の増加が見られた．死細胞の形態を詳
細に観察すると，a）アポトーシス小体を伴った死
細胞，b）アポトーシス小体および細胞の膨化を伴
わない死細胞，および c）細胞質が膨化した死細胞
が観察された（Fig. 3）．a は，Ⅰ型細胞死であるア
ポトーシス，b はⅡ型細胞死であるオートファジー
細胞死，c はⅢ型細胞死であるネクローシスである
と考えられる．放射線照射で誘発される細胞死は
アポトーシスが中心であると考えられている．し
かし，X 線照射した細胞の形態変化を観察すると，
10 Gy の X 線単回照射で生じるアポトーシスは極
めて少ないようである．また，10 Gy の X 線を照
射した hepG2 細胞を annexin-V 染色で解析して
も，アポトーシスの誘発頻度は照射後一週間以内
に，最大 10%程度であった．さらに，培地中に浮
遊している死細胞を含む全細胞からゲノム DNa を
抽出して，ヌクレオソーム単位での DNa の断片化
を解析しても，電気泳動によりラダーフォーメー
ションは検出できなかった．このことからも，正
常細胞とは異なり，がん細胞においては X 線照射
で誘発されるアポトーシスは極めて少ないと考え
られる．
Ｘ線照射でオートファジー細胞死は誘発されるのか
オートファジー細胞死は，近年注目を集めてい
る細胞死の一形態である．オートファジー細胞死
の特徴は，完全なままの核と細胞質内における
オートファゴソームの増加である．30,31）オート
ファジーは，不要な細胞内タンパク質を分解する
仕組みの一つであり，自食とも呼ばれ，酵母から
ヒトにいたるまで，様々な真核生物に見られる生
命現象である．細胞内の異常なタンパク質の蓄積
を防ぐ際，また，栄養飢餓の際に見られる．32）
オートファジーは，Pi3K/akt/mtor 経路で制御
されることが知られている．33）がん研究の領域で
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Figure 3.  radiation-induced programmed cell death
（PCD）is classiﬁed into 3 types.（a）radiation induced
typeⅠ PCD; apoptosis. hepG2 cells 3 days after exposure
to 10 Gy of X-rays.  Dying cell with apoptotic bodies
（black arrow）．（b）radiation-induced typeⅡ PCD;
autophagy. hepG2 cells 10 days after exposure to 10 Gy
of X-rays. Dying cells without apoptotic bodies（white
arrows）．（c）radiation-induced typeⅢ PCD; necroptosis.
heLa cells 1 day after exposure to 10 Gy of X-rays. Dying
cell with swelling cytoplasm（arrow head）．
は，様々な抗がん治療後にオートファジーが生じ
ることから，近年注目を集めている．34）また，
オートファジーは細胞の生と死の両方に働くこと
が知られている．35）複数の研究で，オートファ
ジー細胞死は放射線照射後に誘発される細胞死の
一つであることが報告されている．11,18,36,37）
10 Gy の X 線照射後，アポトーシス小体および
細胞の膨化を伴わない死細胞の発生頻度が最も高
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Figure 4.  microscopic appearance of human osteosarcoma cell line u2os expressing rFP-LC3 after exposure to a single
dose of 10 Gy X-ray.  remarkable induction of dying cells with apoptotic bodies by 10 Gy X-ray was not detected during
7 days after irradiation in this cell line. on the other hand, remarkable increase of autophagosomes was observed in
these cells 5 days after exposure to 10 Gy X-rays.
かった．オートファーゴゾームを観察するために
蛍光ラベルした EGFP-LC3 を導入した細胞の解析
から，このような細胞にはオートファゴソームの
増加が見られた．また同様に，オートリソソーム
を観察するために蛍光ラベルした rFP-LC3 を導入
した u2os 細胞を用いた解析でも，X 線照射で，
細胞質内にオートファゴソームの増加が見られた
（Fig. 4）．従って，この死細胞は，オートファジー
細胞死であると考えられる．このような死細胞は，
X 線を照射した後，5 日目あたりから増加してく
る．一方で，アポトーシス小体を伴ったアポトー
シス細胞や風船のように膨化した細胞の細胞質内
にはオートファゴソームはほとんど観察されな
かった（Fig. 5）．X 線照射した細胞の電子顕微鏡
による超微形態学的解析では，2 重膜で囲まれた
オートファゴソームが細胞質内で顕著に増加して
いる像が見られた．18）オートファゴソームの内部
には，ミトコンドリアなどが取り込まれていた．
また，X 線照射した細胞では LC3-Ⅰから LC3-Ⅱへ
の変換や p62 の減少が生じていた．このことから，
X 線照射後にオートファジー細胞死が生じること
が示唆された．rFP-LC3 導入 u2os 細胞を用いた
解析からも，オートファゴソームの蓄積は 10 Gy
の X 線を照射後，数日間は観察されず，5 日目あ
たりから細胞質内に増加してくることが確かめら
れた．X 線を照射して 7 日目にみられる浮遊細胞
内には多数のオートファゴソームの増加が認めら
れた．このことから，X 線照射でオートファジー
細胞死が誘発されることが強く示唆される．しか
し，オートファゴソームで満たされ，浮遊してい
る細胞がその後，代謝を停止して“本当に”死ぬ
のか否かは分からない．また，培養皿に接着して
いる細胞老化様の形態を示す細胞や外見的には正
常な形態を示す細胞にも，オートファゴソームの
顕著な増加が認められる場合があった．現時点で
は X 線で誘発されるオートファジーは細胞の生と
死の両方に関与していることが示唆されるものの，
オートファゴソームで満たされた細胞が死細胞な
のかは，今後の研究課題であると考えられる．
標準的放射線療法である 2 Gy/日の X 線分割照
射に抵抗性を示す臨床的放射線耐性がん細胞にお
いては，38）基底状態での細胞質内のオートファゴ
ソームが多いものの，X 線の照射によりオート
ファゴソームの増加はあまり生じないことも分
かっている．さらに，オートファジーを誘導する
ラパマイシン処理により，放射線抵抗性の克服が
可能であることも示唆されている．18）
Ｘ線照射後にネクロプトーシスは誘発されるのか
ネクローシスは，多様な生理学的・病理学的過
程に関与しており，特にがんの進展への関与が報
告されている．39）ネクローシスは遺伝的に制御さ
れていない偶発的・受動的な細胞死であり比較的
高線量の放射線照射後にみられる．しかし，能動
的なネクローシスであるネクロプトーシスという
新たな様式の細胞死が報告された．40,41）ネクロプ
トーシスは，遺伝子レベルで制御されたプログラ
ム細胞死の一つであると考えられている．40,42-45）形
態学的には，ネクロプトーシスはネクローシスの
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Figure 5.  radiation-induced programmed cell death
（PCD）after exposure to a single dose of 10 Gy X-ray in
u2os-rFP-LC3 cells.（a）radiation-induced typeⅠ PCD;
apoptosis. autophagosomes were seldom observed in
apoptotic bodies.（b）radiation-induced typeⅡ PCD;
autophagy. remarkable increase of autophagosomes was
observed in dying cells.（c）radiation-induced typeⅢ
PCD; necroptosis. autophagosome was not detected in
swelling cytoplasm.
特徴を示すものの，receptor interaction protein
kinase 1 and 3（riP1 and riP3）経路の制御を受け
ることが示唆されており，ネクロスタチンで抑制
することができることが示された．46-48）ネクロプ
トーシスは，免疫系の制御，発がん，また様々な
ストレスに対する細胞の反応系に関与しているこ
とが知られるようになった．43）また，ネクロプ
トーシスは放射線による細胞死に関与しているこ
とも報告されている．49,50）古くから，放射線照射
後に生じる mitotic catastrophe 15）の後に生じるネ
クローシスとアポトーシスは，放射線療法後に見
られる基本的な細胞死の概念であった．ネクロー
シスは，細胞容積の増大や細胞小器官の膨化など
の形態学的変化を伴う，受動的な細胞死である．47）
我々の研究では，カスパーゼ阻害剤である Z-VaD-
FmK 処理により，細胞の X 線感受性に変化が見
られなかったことから，X 線でアポトーシスはそ
れほど誘発されないのではないかと考えている．18）
また，経日的に X 線照射した細胞を顕微鏡下で観
察すると，アポトーシス小体を伴わず，風船のよ
うに膨化した細胞が増えてくることが分かった．
このような形態を示す細胞の増加は，照射線量依
存的であり，照射 3 日目あたりから観察された．
このことから，riP-kinase で制御された細胞死で
あるネクロプトーシスが誘発されているのではな
いかと考えた．51）このような形態の死細胞は，
hepG2，sas，heLa および u2os 細胞に共通して
見られ，誘発頻度に差が見られた．我々は，X 線
照射で能動的な細胞死であるネクロプトーシスが
生じるのではないかと考え，その阻害剤であるネ
クロスタチン処理して，細胞の X 線感受性を評価
した．しかしながら，ネクロスタチン処理により，
細胞の X 線感受性に変化は見られなかった．X 線
照射後に見られる膨化した細胞は受動的な細胞死
であるネクローシスであると考えられる．このよ
うな細胞は，過酸化水素処理後に多く見られるた
め，細胞内の活性酸素種の上昇により生じるので
はないかと考えている．
終わりに
がん細胞を解析対象とした複数の研究において，
X 線照射でアポトーシスの誘発が報告されている．
しかし，形態学的な観察では，アポトーシスの誘
発頻度はわずかであった．今後，X 線照射で生じ
る細胞死にアポトーシスがどれほど関与している
のかを調べることは，より有効ながんの放射線療
法を考えるうえで，極めて重要な課題である．X
線照射後，多数のアポトーシス小体を伴わない浮
遊した死細胞と考えられる細胞が観察されており，
これらの細胞は細胞質内にオートファゴソームの
増加が見られることからオートファジー細胞死で
はないかと考えている．しかしながら，オート
ファゴソームの増加が見られないこのような細胞
も観察されることから，X 線照射でオートファ
ジー細胞死が高頻度で誘発されるのかはまだわか
らない．放射線照射で細胞が死んでいるのは確か
だが，どのような様式の細胞死が実際に生じてい
るのかは今のところ分からない．
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